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RESUMEN

Introduccidén: La mastitis es considerada como una infecciéon que afecta la ubre de la vaca
en diversos grados de gravedad, ocasionada por numerosos microorganismos. Trae como
consecuencia una reduccion en la produccion de leche y la alteracion de sus caracteristicas
fisicoquimicas. La calidad higiénica de la leche tiene una importancia fundamental en el
consumo humano vy, por tanto, debe ser un producto inocuo e idéneo.

Objetivo: Este estudio pretende dar a conocer los principales agentes etiologicos de la mas-
titis bovina y sus patrones de sensibilidad a los antibiéticos, dando una visién global de su
situacién actual en los municipios de importante produccién lechera del departamento de
Boyaca.

Métodos: Mediante un estudio cuantitativo, descriptivo, observacional y transversal, se pro-
cesaron 214 muestras de leche prevenientes de pezones afectados con algun grado de mas-
titis bovina. Para el diagndéstico microbiolégico se emplearon muestras de leche a las que se
les aplicaron protocolos habituales de identificacion, siguiendo los perfiles bioquimicos. Los
patrones de sensibilidad a antibidticos se establecieron mediante la técnica de Kirby-Bauer.

Resultados: Se encontré una prevalencia de 31 % (n=214) de bacterias que ocasionan mas-
titis contagiosa, siendo Staphylococcus aureus el agente etiolégico mas importante en un
26 %. Se presentd una alta sensibilidad a los antibidticos betalactamicos evidente en el 20,6
% de los aislamientos, correspondiente a bacterias Gram positivas presentando resistencia a
la penicilina, especialmente en especies de Staphylococcus spp.

Conclusiones: En este trabajo se aislaron e identificaron algunos agentes etioloégicos cau-
santes de mastitis bovina de origen contagioso, origen ambiental y agentes oportunistas e
infrecuentes (Bacillus spp. y Lactobacillus spp.). En estos aislamientos se encontré una alta
sensibilidad a antibiéticos, principalmente a los betalactamicos.

Palabras clave: leche, mastitis bovina, microbiologia, antibiograma.
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ABSTRACT

Introduction: Mastitis is considered as an infection affecting the cow’s udder in varying
degrees of severity, caused by numerous microorganisms. It results in a reduction of milk
production and an alteration of the physicochemical characteristics. The hygienic quality of
milk has a fundamental importance in human consumption; therefore, it must be a safe and
suitable product.

Objective: This study seeks to highlight the major etiologic agents of bovine mastitis and
antibiotic susceptibility patterns giving an overview of the current disease situation in muni-
cipalities with important milk production in Boyaca state.

Methods: This is a quantitative, descriptive, observational and cross-sectional study in which
a total 214 sample from quarters affected with some degree of bovine mastitis were pro-
cessed. For microbiological diagnosis of milk samples, standard protocols for identifying
biochemical profiles were used. The antibiotic susceptibility patterns were performed by the
technique of Kirby Bauer.

Results: A prevalence of 31% (n=214) of bacteria causing contagious mastitis was observed,
and within these, Staphylococcus aureus was found as the most important etiologic agent
in 26%. A high sensitivity to beta-lactam antibiotics were observed in 20.6% of isolates, co-
rresponding Gram-positive bacteria were resistant to penicillin, especially among Staphylo-
coccus spp. species.

Conclusions: Some etiological agents were isolated and identified causing bovine mastitis
of contagious and environmental origin and opportunistic and infrequent agents (Bacillus
spp. and Lactobacillus spp.). In these isolates a high susceptibility was found, mainly to beta-
lactam antibiotics.

Key words: Milk, bovine mastitis, microbiology, antibiogram
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INTRODUCCION

Las infecciones bovinas pueden disminuir
la productividad de los hatos lecheros en
todo el mundo, incrementando la mortali-
dad de los animales, afectando la calidad de
la leche y reduciendo el nivel de conversion
de los alimentos, lo cual ocasiona pérdidas
econdmicas sustanciales (1). La mastitis
bovina es una enfermedad infectocontagio-
sa de la ubre, en la cual la inflamaciéon se
produce por la invasion, a través del canal
del pezén, de diferentes tipos de bacterias e
incluso hongos. Se ha reportado que las bac-
terias pertenecientes a los géneros Staphylo-
coccus spp., Streptococcus spp., Corynebac-
terium spp. y algunas Gram negativas, son
responsables de mas del 90 % de los casos cli-
nicos y subclinicos de las mastitis en vacas (2).

Otro aspecto de importancia creciente en
el tema de la lecheria, es la posibilidad de
generar problemas de salud humana debidos
a intoxicaciones alimentarias producidas por
la presencia de bacterias patdégenas o sus
toxinas. Entre las bacterias que pueden tener
como origen los establecimientos lecheros,
y que pueden ser causantes de mastitis, se
destacan algunas cepas de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli (2,3). De igual forma,
la mastitis puede cambiar sustancialmente las
caracteristicas propias de la leche, como el
sabor, el color, el olor, el aspecto y la composi-
cién fisico-quimica, deteriorando o reducien-
do su vida util, situacion que posiblemente
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puede tener un fuerte impacto en la salud de
la poblacién.

El uso de antibiéticos es una practica habi-
tual para el control de la mastitis, y es tema
de preocupacion creciente entre consumido-
res, industriales, técnicos y autoridades sani-
tarias, quienes han puesto de manifiesto que
el empleo excesivo de antibioticos es el prin-
cipal factor en la aparicién de cepas bacteria-
nas resistentes (3). Hallazgos tanto clinicos
como epidemiolégicos, han indicado que
cada vez son mas frecuentes los reportes de
la transferencia de genes de resistencia entre
microorganismos patégenos y no patdégenos
en el ambito veterinario (4,5).

En el presente estudio se pretendié identi-
ficar los principales agentes etiologicos de
mastitis, aislados de muestras de leche de
vaca en fincas de Boyaca, mediante proce-
dimientos habituales de microbiologia y, asi-
mismo, delimitar sus patrones de sensibili-
dad a los antibidticos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se hizo un muestreo por conveniencia con
un numero aproximado de 800 vacas en
produccion, provenientes de 61 fincas re-
presentativas de municipios con importan-
te produccién lechera en el departamento
de Boyaca, como Chiquinquira, Chiscas,
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Guican, El Cocuy, Ciénega, Nuevo Colon, Ra-
miriqui, Ventaquemada, Soracd, Samaca, La
Uvita, Soatd, Viracachd, Boyaca, Siachoque,
Cerinza, Sogamoso, Sotaquira, Firavitoba,
Santa Rosa de Viterbo, Tuta, Oicata, Chivata,
Toca, Belén, Floresta, Caldas, Pesca, Tibaso-
sa, lza, Chiquiza, Arcabuco, Cémbita, San
Miguel, Paipa y Duitama.

En total, se procesaron 214 muestras prove-
nientes de pezones afectados con mastitis,
teniendo como criterio de inclusién: mues-
tras de leche de vacas cuyos pezones presen-
taran algun grado de reaccién en la prueba
de California Mastitis Test-CMT (desde el
grado 1), y como criterio de exclusion: vacas
gue se encontraran con algun tipo de tra-
tamiento antimicrobiano o estuvieran en
tiempo de retiro.

Se recolectaron 10 ml de leche en recipien-
te estéril, previo lavado y desinfeccion de los
pezones. Las muestras se mantuvieron refri-
geradas a 4 °C para su posterior transpor-
te desde las fincas hasta el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Boyaca,
empleando triple embalaje.

Identificacion microbioldgica de agentes
etioldgicos de mastitis

Se hizo un primer aislamiento en agar

sangre, previa y cuidadosa homogeneizacion
de las muestras. El volumen de leche inocu-
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lado fue de 0,01 ml en un cuadrante de la
placa de cultivo, sembrada con asa calibrada
desechable. Se incubaron a 35-37 °C por 24
a 48 horas. Los patégenos involucrados en
la mastitis bovina se identificaron con base
en los criterios del National Mastitis Council
(NMCQ) (6). Asimismo, las bacterias del género
Streptococcus spp. y Staphylococcus spp., se
confirmaron por APl Staph® y API20 Strep®
(bioMérieux SA), respectivamente.

Evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad de las cepas aisladas se estable-
cié mediante la técnica de difusién de disco,
segun las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (7). Los
antibioticos evaluados en las bacterias Gram
positivas, principalmente, fueron: penicilina,
ampicilina, oxacilina, cloxacilina, amoxaci-
lina, cefalexina y tetraciclina (OXOID®). Para
los agentes etioldgicos de tipo coliforme ais-
lados de mastitis de origen ambiental, los
médicos veterinarios no recomiendan hacer
un antibiograma, debido a que el manejo se
hace directamente en el hato.

RESULTADOS

Identificacion microbioldgica de
agentes etiologicos de mastitis

los

De 214 muestras de leche, 44 fueron ne-
gativas y 23 se consideraron contaminadas
al evidenciarse crecimiento de mas de tres
colonias. En la tabla 1 se listan los agentes
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etiolégicos de mastitis contagiosa aislados
e identificados, los cuales corresponden a la
mayoria de infecciones de las muestras anali-
zadas. El 31 % (67 aislamientos) de los aisla-
mientos correspondieron a microorganismos
de origen contagioso.

Tabla 1. Agentes etiolégicos de mastitis
bovina de origen contagioso

Mastitis contagiosa

Microorganismo n (%)
Staphylococcus aureus 56 26
Streptococcusa galactiae 9 4
Corynebacterium spp. 2 1
Total 67 31

Un total de 40 microorganismos ambienta-
les se aislaron entre las bacterias del género
Streptococcus diferentes a S. agalactiae y
bacterias Gram negativas; la prevalencia de
estos agentes patégenos en el estudio fue
de 18 %, como se muestra en la tabla 2. De
los 40 aislamientos, la mayoria pertenecia a
la familia Streptococcaceae.
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Tabla 2. Agentes etiolégicos
de mastitis ambiental

Gram positivos

Microorganismo n (%)
Streptococcus uberis 10 4,7
Streptococcus dysgalactiae 7 3,3
Enterococcus faecium 4 1,9
Enterococcus faecalis 3 1.4
Enterococcus casseliflavus 2 09
Streptococcus bovis 1 0,5
Enterococcus gallinarium 1 05
Streptococcus pluranimalium 1 0,5
Gram negativos

Microorganismo n (%)
Klebsiella spp. 5 23
Escherichia coli 3 14
Citrobacter spp. 1 0,5
Edwarsiella spp. 1 0,5
Total 40 18,2

Entre los agentes etiolégicos oportunis-
tas de la mastitis, se identificaron bacterias
del género Staphylococcus diferentes a S.
aureus, las cuales se presentan en la tabla 3.
El porcentaje de Staphylococcus coagulasa
negativa fue de 14,5 %.
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Tabla 3. Agentes etiolégicos oportunistas
de mastitis en hatos de Boyaca

Tabla 4. Agentes etiolégicos
infrecuentes en mastitis bovina

Mastitis por agentes oportunistas

Microorganismo n (%)
Staphylococcus warneri 7 33
Staphylococcus xylosus 6 2,8
Staphylococcus hominis 5 23
Staphylococcus epidermidis 4 19
Staphylococcus hyicus 3 14
Staphylococcus chromogenes 1 05
Staphylococcus haemolyticus 1 0,5
Staphylococcus simulans 1 0,5
Staphylococcus sciuri 1 0,5
Staphylococcus lentus 1 0,5
Staphylococcus capitis 1 0,5
Total 31 14,5

De igual forma, en este estudio se identi-
ficaron otros agentes etioldgicos aislados
con menor frecuencia (tabla 4). No se aisl6
ningln microorganismo correspondiente a
hongos.
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Mastitis causada por agentes infrecuentes

Microorganismo n (%)
Bacillus spp. 4 1,9
Lactobacillus spp. 2 0,9
Total 6 2,8

Evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana

En términos generales, en bacterias Gram
positivas, de origen contagioso ambiental
(n=131), la resistencia mas habitual en-
contrada fue a la penicilina (18 %; n=24),
seguida de la tetraciclina (13,7 %; n=18) y la
ampicilina (8,4 %; n=11).

El género representativo de este estudio,
Staphylococcus spp., presentd una resisten-
cia que se describe en la tabla 5.
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Tabla 5. Perfiles de sensibilidad del género Staphylococcus spp.

Antibidtico

P A AMC Cx Da Te Ox FOX
Bacteria

Staphylococcus aureus
43 13 48 8 50 6 52 4 53 3 52 4 50 2 50 2

n=56

Resistencia (%) 23,2 14,3 10,7 7.1 54 7.1 3,6 3,6
Staphylococcus spp.

n=33 24 9 30 3 32 1 32 1 31 2 29 4 30 3 30 3
Resistencia (%) 27,3 9,1 3,0 3,0 6,1 12,1 9,1 9,1

S: sensible; R: resistente; P: penicilina; A: ampicilina; AMC: amoxicilina; CX: cefalexina; Da: clindamicina; Te: tetraciclina; Ox:

oxacilina; FOX: cefoxitin

Particularmente, entre patrones de sensi-
bilidad de aislamientos identificadas como
Streptococcus spp., se observa resistencia
Unicamente a la tetraciclina (tabla 6).

Tabla 6. Perfiles de sensibilidad del género Streptococcus spp. y Enterococcus spp.

Antibiético

Microorganismo P A AMC X ba Te

n S R S R S R S R S R S R
Streptococcus uberis 10 10 O 10 0 10 O 10 O 0 O 8 2
Streptococcus dysgalactiae 7 7 0 7 0o 7 0 7 0 7 0 5 2
Enterococcus faecium 4 4 0 4 0 4 0 3 1 2 2 3 1
Enterococcus faecalis 3 3 0 3 0 3 0 2 1 2 1 1 2
Enterococcus casseliflavus 2 1 1 1 1 2 0 2 0 2 0 2 0
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Antibiético

P A AMC cX Da Te
Microorganismo

n S R S R S R S R S R S R

Streptococcus bovis 1 1 0 1 0o 1 0 1 0 1 0 1 0
Enterococcus gallinarium 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1
Aerococcus viridans 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1
Streptococcus pluranimalium 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
Resistencia (%) 6,7 3,3 0 13,3 16,7 30

El presente estudio permitié la identificacién
de nuevos agentes etiolégicos de categoria
infecciosa o ambiental, importantes para el
diagnostico y el manejo oportuno de la en-
fermedad, brindando un panorama diferente
de la mastitis bovina en la region.

DISCUSION

La mastitis se produce cuando varios facto-
res, ya sean sanitarios o ambientales, inte-
ractlan para crear ciertas condiciones que
favorecen la generacién de la infecciéon. Esta
es ocasionada por microorganismos que
penetran la ubre a través del canal de los
pezones por multiplicacibn o movimiento
mecanico, entre otros factores (8). Teniendo
en cuenta los agentes causales, la mastitis
se ha clasificado en contagiosa y ambiental,
principalmente de acuerdo con las caracte-
risticas de los microorganismos y su relacién
con la distribucién e interaccion con el pezén
y su canal (8).
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En este estudio se encontrdé una prevalencia
de 31 % (n=67) de bacterias que ocasionan
mastitis contagiosa, siendo su mayor repre-
sentante S. aureus (26 %, n=55) (9), bacte-
ria que de acuerdo con estudios similares, es
de dificil control y genera cronicidad en el
animal, pues persiste en las glandulas afec-
tadas (6,10). No se considera un patdégeno
obligado de la ubre, dado que se puede en-
contrar también en lesiones de la piel de los
pezones, manos de los ordefadores, camas
o equipos de ordefno, entre otros.

Segun el dltimo estudio realizado en el altipla-
no cundiboyacense en 2014, por Andrade-Be-
cerra, et al. (11), el mismo grupo de agentes
viene afectando la region, representado por
S. aureus. lgualmente, Calderén reporté en
2008 la presencia de esta bacteria en 29,9
% (12). Internacionalmente, la frecuencia de
este patdbgeno es mas alta, como en Finlan-
dia (62,3 %) (9) y Alemania (73,65 %) (13).
Es por ello que S. aureus, causante de mas-
titis, es el agente patégeno contagioso mas
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importante a nivel mundial, asociado con la
glandula mamaria. Por lo tanto, se debe tener
en cuenta que el hombre puede infectarse
mediante el consumo de leche que contiene
las enterotoxinas de este agente patdégeno,
posibilitando una enfermedad transmitida
por alimentos (14).

Las enfermedades transmitidas por alimentos
constituyen uno de los problemas de salud
mas relevantes; entre los alimentos implicados
en brotes de estas enfermedades asociados a
S. aureus, se encuentran la leche y sus deriva-
dos (6,10). Numerosos estudios in vitro han
demostrado que esta bacteria puede ingre-
sar y sobrevivir en una linea celular epitelial
mamaria bovina. Tal es el caso del estudio de
Hébert, et al., quienes evidenciaron que S.
aureus esta presente en las células alveolares
y en los macréfagos de la leche de vacas cro-
nicamente infectadas (15).

Ademas, S. agalactiae se considera un
agente patoégeno estricto de la ubre bovina,
pues puede sobrevivir en ella por largos pe-
riodos. Streptococcus agalactiae es la causa
mas comun de infecciones subclinicas, pero
muy rara vez produce una enfermedad grave
o crénica. Segun lo informado por Hébert, et
al., solo 4 % de los aislamientos correspon-
dian a esta bacteria, lo cual concuerda con
el estudio de Calderén (12), quien reporté
una prevalencia de 6 %. En paises como los
Estados Unidos, estos datos son superados
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con mas del 50 % de los aislamientos cau-
santes de mastitis contagiosa (16).

Por otra parte, se aislaron 40 microorganis-
mos ambientales entre bacterias del género
Streptococcus diferentes a S. agalactiae y
bacterias Gram negativas. En Colombia, es-
pecificamente en la regién cundiboyacense,
en estudios anteriores se han reportado dos
especies del género Streptococcus: S. uberis
y S. dysgalactiae, y ausencia de microorga-
nismos coliformes (12).

La higiene insuficiente durante el ordefo y el
funcionamiento inadecuado de la maquina
de ordenar, contribuyen a la aparicion de
mastitis por patdégenos ambientales, los
cuales se localizan principalmente en el
medio que rodea a la vaca; estas bacterias
pertenecen a la microbiota normal del am-
biente y se encuentran en cada hato o finca.
Estos agentes patdgenos poseen, en general,
un potencial muy pobre para causar enfer-
medad; sin embargo, pueden penetrar en el
conducto galactéforo hacia la ubre y causar
infecciones muy persistentes (17).

La prevalencia para Staphylococcus coagu-
lasa negativa fue de 14 %, la cual es alta
en comparacion con otros estudios; por
ejemplo, para el Valle de Ubaté fue del 0,15
%, mientras que en Venezuela se reportan
datos superiores (23 %) (18). En anos recien-
tes, este grupo de bacterias esta retomando
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importancia como agentes patdégenos emer-
gentes causantes de mastitis bovina en no-
villas (18).

En estudios previos se ha determinado la pre-
valencia de especies como S. warneri (n=7;
3,3 %), S. epidermidis (n=4; 1,9 %) y S. si-
mulans (n=1; 0,5 %), los cuales pertenecen
a la microbiota normal de la piel del pezon;
mientras otras, como S. xylosus (n=6; 2,8 %)
y S. sciuri, parecen provenir del ambiente. De
igual forma, S. chromogenes (n=1; 0,5 %)
puede colonizar la piel del pezén y también
otros lugares del cuerpo del animal, como el
pelaje y la vagina (19).

La incidencia de otros microorganismos ais-
lados en este estudio, es comparable con
la reportada por Andrade, et al. (11). Sin
embargo, el porcentaje de Bacillus spp. es su-
perado en un analisis similar en Brasil, donde
reportaron esta bacteria en 17 aislamientos
provenientes de muestras de ordefo manual
(14). Se debe tener especial cuidado en el
momento de interpretar los resultados por
otros agentes infrecuentes, pues la presencia
de esta bacteria puede deberse a contamina-
cion al momento de tomar la muestra (14).

Sensibilidad antimicrobiana de agentes
etioldgicos de mastitis bovina

En promedio, el 25 % de los aislamientos
correspondientes a Staphylococcus spp.
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presentaron una resistencia in vitro a la pe-
nicilina; este porcentaje supera los reporta-
dos para S. aureus en Boyaca (14,9 %) (12),
en Argentina (40,3 %) (20) y en Suiza (23,3
%) (21). Generalmente, la penicilina exhibe
buena actividad contra cocos Gram positi-
vos, pero es afectada por la actividad de la
betalactamasa. Por otro lado, S. aureus es
una bacteria que desarrolla rapidamente re-
sistencia a antibiéticos como la penicilina,
sobre todo después de su uso terapéutico en
terreno, como en el caso de los tratamientos
para mastitis bovina (21).

En relacion con Staphylococcus coagulasa
negativa, S. warneri y S. epidermidis evi-
denciaron resistencia a mas de dos antibi6-
ticos: penicilina (27,3 %), tetraciclina (12,1
%), amoxacilina y ampicilina; en compara-
cion con el estudio de Yvonne Frey, et al., se
pueden observar similitudes en cuanto a la
resistencia a penicilina (23,3 %) y tetraciclina
(15,8 %) (22,23).

En los microorganismos aislados en este
estudio, se determind que existia una resis-
tencia de cinco aislamientos a la oxacilina
(3,6 % en S. aureus y 9,1 % en Staphylococc-
cus coagulasa negativa). Igualmente, no se
observé variacion significativa entre los pa-
trones de sensibilidad de Streptococcus spp.;
solo se observo el patron de resistencia hacia
la tetraciclina reportado internacionalmente,
entre 30 % y 50 % (21).
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Habitualmente, no se hace aislamiento ni
evaluacion por antibiograma del agente
causal de la infeccidon intramamaria. De igual
forma, la descripcion de la actividad de los
antibidticos solo tiene un caracter orienta-
dor, dado que la sensibilidad de los aisla-
mientos depende de variados factores; los
mas importantes son: la concentracion en el
sitio de localizacion de la bacteria, la capaci-
dad del antimicrobiano de penetrar la bacteria,
y la ulterior unién a proteinas especificas de
los agentes (24,25).

Las penicilinas son antibi6ticos potentes, de
amplio espectro, bactericidas y de baja to-
xicidad. La sensibilidad a ellas depende del
efecto combinado de varios mecanismosy la
resistencia antimicrobiana refleja un cambio
en ellos. Las penicilinas resistentes a la peni-
cilinasa y las cefalosporinas, poseen una es-
tructura molecular que las protege frente a
la accion de las betalactamasas (26). A pesar
de la aparente resistencia a la penicilina en
cepas de Staphylococcus spp., es importan-
te recalcar que las penicilinasas estafiloco-
cicas son mayoritariamente inducibles y se
excretan extracelularmente, por lo que se
requerian otros métodos para su deteccion,
como la determinacién de la concentracion
inhibitoria minima o técnicas moleculares.
La relacion entre la presencia de betalac-
tamasa y la resistencia a las penicilinas ha
sido reportada por otros autores y es factor
predictor de resistencia tanto a penicilinas,
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como a amino-penicilinas, carboxi-penicili-
nas y ureido-penicilinas (27,28).

Con las técnicas de identificacion fenotipica
y de sensibilidad a antibiéticos, se encontré
que los microrganismos presentes con mayor
frecuencia como agentes causales de masti-
tis en bovinos del corddn central lechero de
Boyacad, son Staphylococcus coagulasa nega-
tiva y, en menor proporciéon, los coagulasa
positiva, como es el caso de los cinco aisla-
mientos de S. aureus, con resistencia princi-
palmente a la oxacilina y los betalactamicos.
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